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BeschrL'iburg 

Die Irrtindung bctritft cin Vcrtatircn und cinco Kit zur pro^nostiscbcn DiagoostiL, Priidisposihonsdiagnostik: bzw. 
l-VuhciiccrLnung von *I\jmorcn dcs Cjastjolntcstirallrattcs, Vorzugswcisc ('olorcxrljaltumorcn. (.iruDdLagc dafur bildct dcr 
s Nachwcis gcnomischcr TnsLabilitiiL von Kogenannlen Mikrosatjelliten mit FTilfc von PCR. 

Mi<rosaLclii!cn (MTS) sird kiir^x^ Tandem "RcpoaL^ die ubcr drj> gcsanitc rr.cnschltchc Ocnom vcrtcill vorkommcn. 
Suiibli^ch Lrclcn Mikrosalcllilcn cLwa ciniiidl in 1(X) (XK) BdicnpaarcQ auT. Bisbcr bind 5 Kldsscn von MIS bcschricbcn, 
die hi<j\i tjucl: dci Luii^e ilirtrr kJciubtcu rcpcdlivi^u lEiuhcil ali Mouo- Di-, Tii-. Tclxii-, odcr PeuldJiuUwlid-Rcpc^i voij- 
cin'dndcr uotcrsjbcidcn. Jri dcr Kegel Lrtrxn dicsc rcpciitivcr liinticitcn 10 bis '10 mal in 'Jhndcmanordnung wicdcrholt 
10 a jf. MikrosaLcUiicniosiabiliUiL (MIN) in J-orm klcincx Dclciiorcnod^r Insertion l: n ka an be i viclcn 'iliniorpaticntcn nach- 
gcwiesen werdcn, wenn man DNA aus TumormaLenal mit nomaler DNA des gleichen Tndividuums vergleicht (Thibfv 
de^u el al. (1993), Science, 260, 816-819) (WO 94/1 9492). Dies geschieht riurch Amplifikation der DNA mit T Tilfe von 
PCIR und aniich lie Bender gclclcLLruphorcUschcr Auflrcnnung dcr Auiplifikiilionsprodukle. Ab> TJrbUcht; fiir MIN v»ird ein 
daucrii3ftcr RcplikaiicxisdclbLl dcr 'J\Jmo^^cllcn angcschcn (Parsons cl al., (1993), Cell, 75, 1227-1230: Shibata ct al., 
15 (199^) Nat. Oenct, 6, 273-281). Solcbc 'iumorcn wcrdcn als "Ucplikation-lirror-Posilivc" (lUill+) klassifizicrt. liio 
RT^R+ niiinolyp isl chariiklerislisch ("lir Colored alt liinoren in Fainilicn mil HNPCX) (Hcnuliliiry Non-PoI>pt)sis Colon 
Cu'vcct) (AalLont^n cl al. (1993), Science, 260, SI 2^1 6). 

Die Analyse von Mikrosntcllifcn ist cine auLicrsT mtniktivc MctlioHa sowotil liir diagoosTischc Anwcndiingao als aiich 
tur die IJntcrs'jehung dcr 'rnniorgcncsc von RKR+ 'lun^orcn. Aufgrund ihrcr cinf'achcn Durchliihrbarkcit ist die Bcstim- 
20 niung der MIN vor der Scqucnzicrun^ dcr Mismatch Repair Gene von IINIK^C l-amilicn ciii gccigncU:s Ililfsmittcl zur 
Idcrtifizicrung p>otcnlicllcr l^liP.+ Paticntcn. libcolalbi von groBcr Bcdculung isl die MIN Analyse ols prognostischc Dia- 
gno.'ic hcl N]x>ra(iischcni Colorcclal-Kar/.inoiTi, wcil das Ai:riti:U:n vt>;i MIN niil cincr bcs-scrcn Pnogno.sc kf>rrclicrt (Txilhc 
c; al. (199'3)Ca;ieei Res., 53, 5849-5H52. 'nuUKlacii cl k:l.(1993), Scieiiirt;, 260, 81 6-819, Bubbi^ al. (1996) Oncogene, 
12, 2641 2r>49). 

25 MIN karin in mchraLs 90% aUcr I INK.'C 'i^'Jiiiorcn niichgcwicscn wcrdcn (Liu ci aL, (1996) Nature Med., 2, 169 174), 
wchingcgen MTN in spo-adischen ColorccLaJiumorcn nur mil einer Uaufigkcit von 10-20% auflrift (Tliibodeau et aL 

( 1 993) iicience, 260, 816-81 9; Tonov cl ai. ( 1 993), Naturc. 363, 558-56 1 ; Aaltonen et al. ( 1 993) ScicTx:e, 260, 812-816; 
lA>iiie cL al. (1993) ('ancx;r Res., 53, .5K49 5852). MTN isl jedoch nicbl auf ('oloreclalluuicrcn besctiriinkl, sondcm wurdt; 
a jch in andcrcn Tumoren nach>;ewiesen. Dazu ziililen unler andercrii Pankruaiikiirziiiouic (Han el al. (1993) (ZancerRes., 

10 53, 5087 50S9). pastrischc Karzinomc (Han ct aL (1993) Cancer Res., 53. 5087 5089; Pcltomaki ct al. (1993) Cancer 
Res., 53. 5853 5855; Mirooov ct al. (1994) Cancer Res., 54, 41 44: Rhyu ct al, (1994) Oncogene. 9. 29 32; Chong ct aL 

(1994) Cancer Res.. 54. 4.595^597). IVostata-Karr.inonie (Caoet al. (1994) Oncogene. 0, 29C0-:^003). Kamnome des 
nndnmcJnums (Rwinger et al. (19D:^) CancerRes., 53, 5 100- 5 103; Peltomalri et al. (1993) Carxrcr Re.-?., 53. 5853-5855) 
und Munutakiir/iDoiae (Palel el ul. (1994) Oncogene, 9, 3695 3700). 

35 Dcr MechanisinLUi der Tuuiorgencbe vod RER+ Tunioren isl nichl im Detail bckannl. Bibber warden runf (5©nc iden- 
tifizicrt, dercn Dcfckt zu ciocm Auftrctcn dcs RlLli+ Phanotyps fiilircn kann. Da in IINPCC I'cinilicn sowohl fUr hMLIIl 
(Bronricr ct al. (1994) Nature, 368, 258-261) als aucb fur hMi;iI2 (l ishcl ct aL (1993) CcU, 75, 1027-1038; Leach ct aL 
(1 993) Cell, 75, 1215—1 225) geiK^Liselie VariMbilillileii fttiLeiiier Hiiufigkeit vuit iiljcr 30% iiacligcwlciieii wurdcii, splelc4i 
diese beiden Gene ofTensicblJich eine wichlige Rolle l>ei <ler Ausprligung von MTN. 2 imclert; Mi.sTrialch Repair Gene, 

40 hPMS 1 und hPMS2 sind in wcnigcr als 5% aUer HNPCX" Paiicnicn lULiiicn, so diiB dit^ ( jtjac wohl dne ehcr unicigt> 
ordnclc RoUe in RER+Tumorcn spielen. Es isl jedoch davon auszugchen, daC noch wcileru, bisher unbekannlc (5enc an 
ciccm cffcktivcn Mismatch Repair bctciligt slnd. 

lis bcstcht Grund zu dcr Aiinahnic, daiJ MLN cine direktc RoUc bed dcr 'Ibmorgcncsc dadurch spiclt, dali aufgrund von 
T)t;fcklen iin Mi.stnalch Repair SyslCTit Mikrosaleililen iiii kcxliertmdtrn Bercich von Genen mulicrl werden, die fur die 

4*> Regulalicxi<k;r 7a;llproli feral ion vt)n T^edeulung sind. Ficispielswcise wurde ein Repeal von 10 Det))tyadeTX3s'inen ini ko- 
dicrcndcn Bercich dcs 'IXiMjclal-Rczcplor (Jcos als MIN-'J'argct idcntitizicrt (Markowitz ct al., (1995) Science, 268, 
1 336 1338). Hin wcitcncs M FN- Target, das. I(i>''(lT)R-< icn, ist in gasrroinrcsrinalcn 'Ihmorcn inncrhalh seiner kodicrcn- 
dcn Region an einem (G)r Repeat m.itiert (Sou7a et al. (1996) Nat. Genet., 14, 255-257). Tnteressantcrweise waren nur 
10% allcr untcxsuchtcn 'l\jmoccD mit MIN in bcidcn Gcncn muiicrt. Bin andcrcr (G)s MIS inncrhalb cincs IJiston-Gcns 

st> w :ir in keinotii der unleniuchten Timioren nmlicrt (Sou/a et al. (1996) Nat. Genel., 14, 255—257). Daruber binau.^ konnli; 
MIN bi.sher nur un cincTii Tcil der unlersuehlcn Tax;! nuchgcwioicn wcr<ien. Ob und inwncwcil nich MikrostilcUilcn, an 
dcocn Instfibilitat bcicits nacbgcwicscn wurdc, hinsichtlich dcr Ilaufigkcit dcs Auftrclcns voq MTN untcrschcidcn, war 
Z.U11J Zcilpunkl dcr HrliiKlung iiicht bjkaiJDt. 

Vielmchr existicrcn fUr die Wahl von geeigneten Tjoci zur Analyse von MIFV dcr7.eit keine weitercn Anhaltfpunktc. 

.-sf> ist somii nicht bckannt, ob und wenn ja, welchc Loci sich am be.sien 7.ur cindeuiigen Besiimmung von RTTR+PhSnotypcn 
eignea. Stand dcr Technik hingcgen isl die Analyse vcxi 4 biii 7 zufaliig ausgcwiihilcn Loci zur Kiassinkalion des MTN 
Slalus bcispielswcisc in C^lor^^clidkarziDomen (z. B. Aalionen cl aL (1993) Scieoctj, 260, 812 816; Thibodcau cl al. 
(1993) Science 2f)0. 8l(>-819; Lolhc ct al. (1993) <:anccr Res., 53, 5849-5852; Kim ct aL (1994) Am. L Path., 145, 148- 
156; Bubb cl al. (1996) Oncogene, 12, 2641 2649; Pluinincr and Casey, (1996) Nat Med., 2. 156 158). 

«) Am hiiufigsten wurden dabei Mono- undT:)inukleottd-Txx:i analysiert. Dinukleotid-RepeatTxx:i las.wn .sich in diesem 
Ziisammenhang in 2 verschiedene Klassen cintcilen: 



Nichl-komplexe Lxx:i, wclche inncrhalb der zu ainplifizierenden Region auBer dem Dinukleolid Repeal keine 
weitercn rcpctitivcn lilcmcatc aufwciscn (Klassc 2a), '/.u dicscn Loci gchorcn AIXJ, D13S175; D3S1283, Mfd26, 
Mfd28 und Mfd41. 

— Kompicxe Txxii, bei tlcncn ncbcn dctii Dinuklcotid-Rcpcal noch wcilcrti nipclilivc SoqucnAcn auflrelcn (Kla-SHc 
2b). Zu dicsca Loci gchorcn Mldl5, Dl(>Sl97, D1151318, DnS904. D18S69, D2.S123, D9S171 sowic 'lTS3P(n^. 
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Dariiher h.r.aus wurden auch M;)nonaklt;oli(l-Rept;al T.cx:i aufgrurcl ilirrr gulen Amplin/ierbarkeil Miwie ihrcr eintUiii- 
ligen yeIt;leklroph<iretischer Si^nalc Ttiehrfach iinlerNuchi (T.iu el al. (1*)'J6) Naliim Me<i., 2. lfiO-174; Au^enMchl el a! 
Oncogene. 12, 1767 1772; Plumuicx and Casey. (1596) Naf. Med., 2, 156 158). 

(Jrucdiagc <3cr lirfindung war somit die Suchc nach polymorphcn Loci, dcrcn Analyse einc zuvcrlassige Aussagc ubcr 
die aligenieine Tendcnz zur genoni.schen Tnstabilitiil /.ulaBt, Oabei korntcn an unterjuzhicdlichen Mikrosatellit^n, an de- s 
ncn bcrciisnnch dcm SLand dcr Tcchnik MTN gcfundcn wurdc, untcrjichicdlichc I liiufigkciLcn pol vmorphcr Vcriindcrun- 
i^cn nach^cwicscn wcrdcn. Dciriibcr hinaus konnLc fcslgcslclll wcrdcn, diiC in unlcrechiodlichcn Pulicnxa vcrschicdcnc 
KlJ^^;;J vuti MikroiaLcIlitcn iiiil uutcibchicUlieht^r Hiiun^kch vou ^cuol:li^cllcr lusLubiliUil bclroCffLi bind. Durajb fol^L, 
cliOJ lUr cine zjvcrlassific BcsLinnuung dcs \UJAK Phiinotyps ruil cincr bcgrcnzicn Anzahl an 3*Oi-Kcak:tioncn ciiic Ana- 
lyse vcrsctiicdcncr Klasscn von MLS unabdingbar ist. jc 

Gcgenstand dcrHrfindung ist dcshalb ein tuTnordiagr>o<;li.<;ches Vetfahren 7Air Analyse von Mik'r-oi!;atelliten-Tx>ci, hesie- 
liend aus folgcnden Schritlen: 

a) IsolicruDg von gcnomischcr DNA aus huniancni biologischcm Material 

b) DNA-AmpLifikation von 5 vcrschicdcocn Mlkrosatclliten-I>oci mit Ililfc von jcwcils Uinf verschicdcncn l»rirncr- i5 
paaren. dadLirth gckcnn/XML-hncl , dal3 e,s sicfi bci dtrn 7xi MTTipliri/.icrLTuicn Txx:i ljiii y.wti Mcinoni:klcolid-Rejx:al 
l><)ci, ein tKlt^r y.witi niiiukict)li(:-RtiiK.*al-l AK:i (Ilt KIa.ssi! 2;i, cin c^ticr /.wtri OiTiLjklt;olici-Kt;i)caL-Txxn tk-.r Kla.ssc 2:) 
und 0 bis ] Pcntaniiklcotid-Rc|x:at LocLis l-unndclt. 

c) C JioBcnbcstimmung cor AmplihLctionsprodukte 

2C 

AIs voncillinft hr.t sich dabei insbcsi^ndcro cine AusflihruDj^siom: erwicscii, bci dcr die 5 zu analysicrendcn Mikrosa- 
ir! ;i cii-T><Ki i:LLs^cwahll vvcnlcn aus cincr Grup|x-, von lx>t:i br,s;t:hcnd aus: BAT 25. BAT26, 'BAT40. APC, MfcilS, 
D2S123, T^l uikI TP53AIlj, AU bt:sm)dt:i>% vui tt^illiafl bdl ^lcll cine N;n;/jcllc Au^Tiiln uii^sroiiii tri wicNcii, bci clciic.i 

zjr Analyse von .*) dicsor Ijoci i Prirccrpaarc aus cincr (iruppc von Priiucrn, rcpriisenticn durch SiiQ NOs. 1. 2, ."i, 6, 
1 9, 20» 27. 28, 3 1 , ?.2, 33, 34, .3.*>, 36, 4.^ und 46, ausgcwahlt wcrdcn. t , • , . ^ 

In cincr spc/.icllcn Ausfiihmng.sfomi wcrrten die 5 Txx:i nA'r26, nAT40, APC, MfdIS und})2S[23 analysicrL Dabci 
krtnncn I odcr inchrerc Primcrpaare entsprechend den vSTiQ ID NO. 1, 2, 5, 6, 1*J, 20, 33, 34, 35, 36 venvendet wcrdcn. 

(jCL;cn bland dcr ILrfindLing isi wciicrhin die Anwcndung dieses Vcrfalirens zur Besliitiutung dcs RER PhiinoLyps, da- 
dure!) >^ckcnnzcichncL, dal3 bci fchlcndcm Nachweis von MiL^osaLcUiicQ-InsiijbilitaL bci alien 5 unicrsuchlcn Loci von ci- 
iicm RHR- F:ianotyp uod bei Nachwcis von Mikrosatclliicn-Insiabilitat bci niclir abi cincxn Locus von cincin RHR+ Pha- 30 
noiyp ausgcgangcn vdrd. 

litre bc«;ondere AusfLihrung.sfomi bcstchi in dcr Anwcndung des Verfahren?; 7.ur prognostischcn Diagnose von Tbmo 
ren, vor7Ugsweise bei 'Hmionen des nndomctriams, dcs CJa«;trointe<:finnItrak1es iind insbcjscmdere b<^i Colorcclallumorcn. 

Line anderc besondcre Ausfuhrurigsfonii dcr lirGadung besleht in dcr Anwcndung des Vcrfahrvns zur Diagnose eincr 
faitiiliaren runior-Priidibpob-ition. vorzu^i;wcise fiir Tuiuor^rn dey Endomelriuini;, dcs (jaslroinlesinalLrakles und insbe 35 
sondcrc tMr Colorectal tu moron. 

Line wcitcrc b^sondcrc Ausflihrungstbra: dcrLrlindung bcstcht in dcr Anwcndung dcs Vfcrfalircns zur 1 'ruber kcnnung 
voii TuiiK>reu durcli Niiclivvcls vuii Mikuni^lcllilcii-Tiislahilil^l in cllvicininicf ten TuiiKMVxilteti. 

Hinc y.usiil/Jiche Ausrafirungsfonii dcr Hrfindung l>esiehL in dcr Anwcndung des Verfahrcn.s vor einer Hnuscbeidung, 
wclche An von CZhciuoihcropic rdr cinca raiicnien cinge^Mzi wcrdcn ho\l. Dicii isl von Bcdcuiung, da die Durchruhrung 40 
voo O.wnolhcrdpica baurigiruL unerwunschlen Nebcnwirkungcn vcrbundcn isl, so daB ein fur bcstiiiuiilc Arlcn vonTu- 
morcn unwiiksanQcr Linsatz cLncs sol c hen Tbcrapcutik urns nach Moglichkcit zu vcrmcidcn ist 

(Jcgcnstand dcr Urfindung ist wcilcrhLn cin Kit zur luniordiagoostischcn Analyse von MikrosalcUitcn-Instabililat, 
iiiindcslcns bcsichcnd aus 5 IV.incr-Paarrn, welche /.ur ONA-Ainplifikalion von /.wci "MononuklcuLid-RcpeaL Txxn, ein 
(xlcr /.wei Dinuklcolid-Rcpcal-T .oci dcr KIaxse2a, cin <xlcr /.wci Dinuklc<^i(i-Rejical-Txx:i dcr KIa.sse 2b und 0 bis 1 Pen- 4*^ 
tanuklcotid-Kcpcat Locus gccignct sind. 

I'jnc bcsonricnc Aiisfiibrnngsform dcs Kil.s bcinhaltct mindcstcns .*S Primcrpaare. die zjir Amplifikarion von 5 Toci, 
nM<:gewiihlt aiis cincr Gnippc bcstehend auc RAT 25, B AT26, O AT40, Al<.\ Mfd 1 5, D2S 1 23, D 1 8S69 und TPS3 Alu., gc-^ 
cignct sind. Vor^ugswcisc bcsilzcn dicscPrimcrScqucn7x:ngcinaB S'LQID NO. 1, 2, 5,0, 19, 20 27 28 31 32, 33 34 
35.36.45 und 46. . . > . ' ' M! 

pjp.c .sjx;x.lt:iic Au.s^uh^ung^^^<)^Tn dcs KiLs bcinhallcl Triin<kiHlcns 5 Pririicrptuiru r.ur Analyse von BAT26. BAT40. APC, 
Mfdl5. uad D2S1Z1 nachgcwicsco. Dabci konncn 1 odcr mchrcrc Primcrpaare Scqucozcn cntsprcchcnd den SLiQ ID 
NO. 1, 2. .5, 6. 19, 20, 33, 34, 35. 36 aufwciscn. 

Zusni/.lich zu den 5 Primerpaarcn kOnnen diescKits wei tore Primerpaane .sowie molekularbiologischc Keagenzien und 
Matfirialien enthalicn, die dcr erfindungsgcmaCen nurchftlhrnng von MTN Analyscn dienen. s.-s 

AIs QueUc zur CJcwinnung von gcnomischcr DNA kann je nach Aufgabeoslcllung unlcrechiedlichcs bioiogischtis Ma- 
terial iindlysierl. wcrdcn. Fiir die progDotidsche Diagnosdk sowie fiir die Diagnosdk cincr fail dli area PriklisposiLion wird 
dcin Paticntcn cnLDommcncs 'l\jinorgcwc±>c vcrwcndct. Bci dcr Anwcndung dcs crfindungsgcmaBcn \fcrfahrcos zur 
Fnihcrkcnnunfi von 'l\jmorcn durch Nachwcis von MIN in disscininicrtcn 'l\jmorzcllcn wird die DNA aus zcllularc Bo 
standLeiie enthaltcnden Korperfla.ssigkeiten odcr Xrtrperaus.se hei dun gen wie zum Beispie) Blut, Semni Pla.sTna, Urin 
Oder Stuhl isolieru 

Tn derRc^cl wird cine Konlrollrcaklion mil einer DNA durchgefahrl., dentn .Sequenz derri "gesumlen" Wild-Typtk^s /.n 
analyiicrend^^n Mi krosatelli Urn-Locus cnUprichl. Bej«>Dderi gtvigntfl is I genoiniixhe DNA die aus ge^ndcin, nk'hl lu- 
niorigcncm Gcwcbc dcssclbcn Individuums isolicrl wurdc. 

Die Tsolierung genornischcr DNA aus P<irrTialJn-gerarhl*;in und in ParafTin eingel>t;llrlerii Gewebe erfolgl folgender- 65 
riitiCcn: 

Aiircrtigung vou 5 piii-SchciUen uul Miluoloui, AuCachcii aufciuca Objekllragcr 
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— DeparalTinierung: 

lnkubatk)n <lcr ObjckUraijer bci 6ft°(\ 1 Slundc 
"DurchzichcD" dnrch Alkobolrcihc: ^xl 'S niiii iu XvLol 
2xl,S min m HtOH(abs.) 
.s 2x15 min ir F.l01T(56%) 

2x15 min ir 1-1011(70%) (mchrcrc Wochzn in KT/r. V.tOU halLSar) 
fjbcrrulircn dcr ObjckL tracer in Wa^iicr 

AbkraU^Jl ckr-s (jcvscbci iiu fcuchlcn 7A:slu:id aiiL SLolpwU, (;la.skapillan;, u. ii. (MiLruciiyc^UOtj), ubc:f Jluun iti 
0.5 i:U Rcaktioosgcl':iti 
10 - Zugabc von 20-30 pi Di£cstion-nud cr: 50 iiiM Tris-IKn, pi I 7,3 

20 

1 ni MT-iyrA 

Zuijabc von 7 15 Prole initscK (20 in^iid) (cnisprivhl 30 50% dcs vor^cgcbcncii Vjlurncns) 

- iDloJbacicn bci 50^C im 'J'bcrmoblock ruit Ilcizdcckcl bis Losung klar ist (ubcr Nacht) 
15 - ki3krti\ncruD£i dcr Proteinase K: 15 min 94"C. 



Fakiiliiiliv kunn cine v.tMltin; Aa:'R;:riif,un^ dcr DNA mil tlcin QiiiH^^cn lissue ONA Kil der I-iriiiH Qii'vAi^cn crfcl^tin. 
Ziir Analyse dc5 biologischcn Materials wurticn die 1\ 'K Ansiitzc oach lolgcndcm Schema zusaaimcnpiF>ctticrt: 





Master Mix 


fur I 


Reaktion 






Rnd koiiz. 


SlammlosLmg 




II20 


37,25 








DMSO 


2,5 


5% 


100% 




10 X Expand-HiFi-Buffer 


5 


1 X 


lOx 




(BM) 










dKTPs 


1,0 


0,2 mM 


10 mM 




Primer 1 : 


1,0 


0.3 nM 


15 uM 




Primer 2: 


1,0 


o;3 [aM 


15 ^iM 




Taq-Pol. Expand HiFi-Pol 


0,25 


1.25 U 


5U 




(BM) 










total 


48 








hinzufugenr 


48^1 


RJk.-Mix zu 


2 ^l template 


DNA 



Alicmaliv wurclen in cintrr Ouplex- b/.w. Multiplex analyse auch 2 txler nmhrere li<K:i in einern Reak Lions an sala /.usaiii- 
40 men analyiicrt. sofcm dcuUich voncinandcr unlervcht:idbarc Fraguicoi^roScn erwarlcD warrjn. Dazu wiirdea 2 odcr 
iiiehrere Primcrpaarr mil einer gleichen Endkonyjentralion von 03 ;iM je Priincr eingcyclzL 

Die PCU-Amplitikatioacn wurdcn untcr StandardbcdiagUDgcn mit 1(X) ng gcrcinigtcr gcnomischcrDNA in cincm MJ 
Research rhcrmocyclcr O'-LXJl 00, MJ Research, WatcrTown, MA) mil Iblgcndcn Zyklcn durchgcfiihrt: 

4^ O^'^C 3 triin (einrnalige Denalurierung) 
35 Zyklcn: 
1 min 

AnnealingtemperatLir 50-68°C. 1 min 
cntsprcchcnd Abb. 1 
Mi 72^C 1 niin 
72^C8Tiiin. 

Aiibclilic3i;Ljd wLrdcii die K'R-Piudukte aul eincrii dciialuriciuadcii, rj,7%igcii Poly aciylaiitidijcl aiil 50% Huiubloir 
rurcLwacinc Siunde bei 18CX) Volt und 55*^0 in einer SequiGcn iicqucnzgelkanuncr (TMoRad. TTercules. Ca) aufgecrerrt 
^-') und mit Si ^emi trat (Budowie et. al ., ( 1 59 1 ) Am. J. I Tum. Gcnct^ 4S. 1 37- 1 44) in einem modiftzienfin Tiirhchad O^cndcr 
eL al., (1994) BioLechniquciJ. 16, 204 206) angefarbl (SchlegL cl ul.. (1995) Virchows Archiv, 42f): 223 227). 

PolyacryUmidgclclcktiophorcsc zur Auftrcnnung dcr PC Hi liandcn 

M (6,7%tiges PA-6M TTamslofTgel. Verliicalapparatur sequi-GenGT, BioRad) 

?. pi PCTR-Produki 

3 y\l Loading buffer (10 ml Fonnainid 
10 mg Xylene Cyanol 
65 10 Trig BrtjTiiphenolblau 

200 pi KDTA, 0,5M) 

Dcnaturicrung, 94"(', 5 min. 

15 iiiiii PA-Cjclvorldufbci 2300 V (bi:> 55%: erreichi i^t) 
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- Bclailcn<lesPA-Ciels 

- 45-75 ininT^iiur/^iLbci lS(X)V55"r 



Deiektion de- aufgtitrennmn IXJR- Prcxickt^ durch Si Ibcrfd'hung 

Wari:icauslauM;hplaUc voirt rA-<icl (/.wir^chcn WiirTI:ca■JsUu^chplilUc und <jla:>plaUo) ubnchincn und Plcxigla:*- 
niibcrahiiicij iiuf da:^ PA-Cicl (ui; (Jl*l^plilllc t.aflctid) Icycn ui:d lull Klaii*iiicrii fixicrc-ti. 
~ Zu^iabc vo.i t'olficndcn Lcisungco: 
II2O; kurz spjlcn 

10^.' Ulhanol; lO min 

]% iJalpclcrsaure: 3 niin 
H7(): lipLilcn 

0,012 M Silbcrnitrat: 20 min 
II^O; spijlcn 

0.2s M NmCO3/0.019^^ Foniialin: si>iilcn 

().2H M NaC:03A).()19^' I-onnalii): :^-6 itiin (his liurulcn sicli;t)ar) 
l()^> lissi^siinrc: 3 mm 
)I^O 3 min 

- Filrbcraiimci'i criLfwHica 

-- WliiitiiHinn 3MM Pupicr aiit'PA-Gcl Icgcn und damit PA-Gcl vo:i Glasplxittc abzichcn 

— PA-<^ (cl rnil T^riNthhaJlcftjlic hc^ictkcn und 1 \i Itii (ic lLnx;kncr (C j-IDryin^Sy.slc/ii, iora;!) {r;x:k.TiL-n (.so beiiantlc llc 
Cicle nIiiiI ]>rakli.sc!i utibc^rcii/.I liaJlbar). 



DNA aus 27 Paticnrcn mil Colcrcctalkarzinom wTjrdc ao Z5 vcrschicdcncD MlS-Loci auf MIN untcrsuchL Das ajsgc- 25 
wiihlu: Paricntenkollcktiv wurdc aus eincrGruppc von 200 Palienlcn vorsclcktiert, bei dcnen in eincr frtlhenen prospek- 
Livcn Srndie 5 MT.S T/xri analysiert worden waren (APC, Dyi; 1 7 1 , TP 53. D 1 3S 1 75, D 1 1 S904). Bei dicscn 27 Paiienten 
war in 5 Fallen MIN an udndcslcns 2 Loci nach^cwicsen worden, 5 wcilerc Fallc zciglcn InslabiliLal an cinciiiLoc'Lis und 
iiiuGlcn dalier ali; "lowtV[IN+*' klasidfiziert wcrdcn. 

Ill 17 Fallen koontc kcinc Instabili'iit nachgcwicscn wcrdcn. Zusiilzlich wurdcn cine MIS-slabilc '/cllinic (SW480) 30 
und cine ZcUioic mit RHR+Fnanotyp (HCri'I 16), wclchc cincn Dcfckt irn hMSH2 Mismatch Repair CJcn aufwcist, mit 
dem Tuinormatfirial vet^glichen. 

F:ir eint* dt*tailliertere Analyse des MIN-StaMi<; dicker 'Pumort^n wiird** dio MIS- Analyse auf insgesamt 25 MTS Tx^ci 
aas^cdc'hnl. VcrlrciL^r ullcr scchs untcriichicdlichcn Repeat- T|ypen wurdcn analysit-n: 3 Mononuklcolid-Repcal Ix>ci 
(BAT 25, BAT 26, BAT 40), 6 CA-DinukJcoLid-RepcaLs dcr Klasi>c 2a (APC?. D13S175, D3S3283, Mrd26. Mfd28 und 35 
Mfd41), 8 DioukJcotid-Ucpcats dcr Klassc 2b (Mfdl5, DiaS197. D11S1318. DllSCKM, D18t;69, D2i;i23, D9S171, 
jraaiXni), zwci Loci mit Trinuklcotid-1^ peats (AR, TBP), drci Loci mit lb trdnuklcodd -Repeats (IlPRli; MYCL 1. 
RR), urul /.wci Tj^kjI iiiit Pc«iliijiLikiecXjd-Rc|)eaLs (FMR2, TP53alu). Die ^ciiaLiLiii Scijucii/jcti dicKcr Rc:|JtsaLH wunlcd oil- 
weciiir der GeriRank Daienbank enlnonirnen cxJer durcti DirekLsequen/.ierurg von PCJR-Prxxlukicn tiberprilfi. Abb. 1 giht 
einen t)l>crblicL ubcr die analyuicrien Loci aov-ic die jewcils ^or AuipIinkuLion vcrwendcicn Primei, dcr^n Scq jcnzcn in 40 
SEQ ID N()s. 1 30 wicdergegcben ^dod. Abb. 2a zcigi exeiuplari:x;h Aiiiplilikalionen unLerschiediichcr Allele aller 25 
unlcrsuchtCD Gcnloci. Abb, 2b 7i^igt cxcmplarisch cine Duplcxanalysc dcx Loci BAT40 und D^12H3. Bci Autlritt cincs 
Vcrlustcs von AUclcn durch tuniorbcdingtcn Ilctcrozygotizitals-Vcrlust (loss of heterozygosity, LOU (LiMao ct aL, 
(1 'jy6). Science, 271, 65*J-662) wurtle dns Ri^ehnis cbrjeweiii^e:) T*CR in diescr Sludie niehl iriilhcriicksichli^l, 

4S 

Identic kation von RHR+ 'Ibmorcn 

Uni abzi-.klarcn, welche Tiimoren mit SichcrhciT als RTiU+ klassifizicrt werden Iconnen i;nd um 7.11 untcn;ucbon, ob ei- 
nigc 'i\juiorca als "schwach UliU-t-*' clngcstult wcrdcn miisscn, wurdcn die vcrschicdcncn 'IVimorcn unlcrcioandcr vcrgli- 
chun. Nach dtrni Si und der Technik exislierl derv-eii keine eir^facl-.c MetficxUs niich <lt;TTi 'enlwcdjcr ocier" Prin/.ip voir cin- *>v. 
dcutigcn Kla-HMiriAierung eine^ TuriK>n< tils RKR^ oder RHR— . Dtw vorsclekLicrU: Kollckliv von 27 C!^iU>nicLulLunu>rp»- 
ticQtco, von dcocn urspriinglich 17 als lUiR , 5 als ltLR+ und 5 als '*lo^*MXN+'' diagaostizicrt wurdcn, crgab n£K:h Aria- 
iysic wcilcicr Loci ciu vv\;seriLlich diirurciizieries Bild bczu^Licti dcr M^rlciluug von MIN. 

Wic in den Al>b. 3 und 4a dargcsiellT, konnten 3 Tumoren mit einerMTN -Rate von mehr als 50% C 14MrN/24 Txxri. Nr. 
1 . 8 und 16), ein Tumor mil 42% (lOMTN/24T^i, Nr. 5), eir Tlimor mil 38% (9MTN/24Loci. Nr. 2) urvl cin Tumor mit 55 
29% (7MIN/24Loci, Nr. 13) nachgewicsa^n werden. Dainil besiti:cn all diesc TuiDoren 'dbi gemeinsaines Kriteriuni cine 
InsLabililiilsfrequenz von Ciber 25% der analysierlen Loc*i. Deshalb wurdcn diese insgesaml 6/27 'HiuioreD als eindeudg 
lUil^+ kiassifizicrt. 

Dariibcr hinaus wurdca 8 zusiitzlichc Tumoren idcntifizicrt, die 1 bis 2 MIN-Krcignissc aufwicscn (q=8, MIN-Frc- 
quenz < 8%) und dahcr als ''iowMTN+*' klassifiziert wurder. Tm Vet^ieich zu der fnlheren Studie, bei der nur 5 anstaU 6<) 
25 MIS Tx>ci analysiert wurdcn, konntcn durch die neue Studie nur 13 anstaU vorher 17 FSIIe alsRKR- klassifiziert wer- 
den. Dieses Rr^ebnis, er/iiell durch eine Acs wei lung dcr Analyse auf 25 MTS-T^xn, unlcn;chei<leLsich datiiil grundlegend 
voD rrCibercn Studien nach dem Stand der Technik und vexdeullicbt das Problem einer un^uverlassigen RER-Klassifika- 
tion, wcnn Fiir cine solchc Kl a ssifi kation cioc klcine Anzahl an MIS Loci zutallig ausgcwahlt wird. In dicscm Zusam- 
nitinhang isi aJlerdings von besontLirtfr Be*kiulung, daQ kein Tuinor mit eincr niilileren Tnstabililiil an 3 bis 6 7xx;i enl- 65 
.sprx^-hcnci cinetn Pro/ienLsuL/. von 10-25% nuchgcwicscn wcnicn konnlc, xo daB bei ciner MTN Rale von iibcr 25% cine 
R11R+ Klassifikation clndcutig vorgcrwrnincn wcrdcn kann 
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Unlcrsctiit:tlliche MTS Tx)ci /.cigcn unn.'rscl]ic<iliche MlN-HaufigkeiLen 

insgciiaiiit warcQ in 14 dcs 27 iinlcrsiichtr.n 'i'umorcn Mikro&iitcUitcn von Instabilitat bcLcoticn. "Wic crwartct. Irat M_IN 
dabci ia ciDifiCD *l\imorcn vcruK:hrt aut; zusatz^lich wurdcn jcdocb auch cinzcLnc Krcignissc an MIN in wcitcrcn 'iViinorcn 
s nachgewicscn. Urn 7.u errniucln, oh NfTN- ITSufigkcit vom Ucpeat-^Typus abhan^r, wurdcn die MTN-Freqaen7,en fUrjoden 
I^c[x:at-'ryp scparct. crmiUcll und mil dcr durchschnitllichcn NflN-T-rcqucnz dcr (Jc<;cmthc;t dcr gclc^tctcn Mikrosalclli- 
Icn vcrglichcn: Die duichbchnilllichc MIN-RaLc bczLogcn auf ullc pro Palicnl unLcn>uthlcn Loci bclrug 11,4% (7S MINs/ 
25T^-i=3,l \^/Locub; duivL^i-liiiiaUchc MIKIUlc= 3J/27 Paiciilcii 11.4%). Die durcL^ctLiiiUidicu Frequc^iici: iit- 
ncihalb dcr ciozcLocn Repeal- lypcn warcn dagcgcn unicnjchicdlich: sfimtljchc Mooonuklcotid-Rcpcais uarcn Ubcr- 

10 durchschniitlich oil vcrandcrl (.^,0 MlNs/27 Paticctcn = 18,.^%= + 7,1%); aUc andcrcn Kcpcat 'lypcn warcn scltcncx als 
die Mononuklcotid RepeaL-; hetroffen. Sowohl die MTNKafen von komplcxen Dinulclcotid-T xxri al.s auch von nicht kom- 
plcxcn Dinulcleo:irt Tx>ci unlersdv.eden sich nicht signifikant von dcm fiir die Gcsamtheit allcrTx>ci beslimTriten MitLc!- 
u en (0,3 bzvv. 0,9%). Ahnlicheii gill nirdic Te Iran ukleolid -Repeals (+1,4%), ditj allt'rdings bezotjen auf den jcweils cin- 
zcLucn Locus cine slarkc I IcLcrogcnilat aulVciscn (-J 1,4% bis + 14,5%). Hrbohlc MIN I'rcqucnz wurdc iuc bcidc 'IVinu- 

15 klccLid RcpcaLs crmitlclt (+3,49?0. Pentanuklcotid l^cpcats zcigtCD dapcgcn unicrdurchschnittUchc MIN l-'rcqucczcn 
(-4,0*^) Aneir:eni Lcx;us die^ses Typs (I-'NTR2) wunie iibcrJiaupt kcinc TwTTN rijtr.igcw icsen. Diiniu.s ri>Igl.daC die Besli irv- 
niur^* <lL'r l-'rvqueri/. von M[N-Iin;;jfni.sseii drainaliseh vcjti tier Auswahl iler iiralysierlen l>oci abluin^ig ist. 

Bcstinimlc MLS Loci sind hiiafificr spc7.isjh in RHR-* Tumorcn vcrandcrl 

20 

Dcshfdb ist tiir die AnfJysc dcs MIN Status von licdcutung, ob bcsLicuntc Loci gibt, die spczifisch und rcgcUiiiiBi;; 
in ]^TtR+ TuTiKMxr. von MTN bclroPlcn .sind PJii cinhcil lithcs Tlrj^cbnis wiirdc dicsbcr/iiylicli nur ^Jci MTS TiiJl, Mon<»nL>- 
kkHJiid Rc|»c;iis er/.lell (BAT 25, BAT 26, BAT 40). Jt^lei dlcscr Tak;1 wat in d::ti ^Icldicir 5 KHR-e TunnHcn vciiiiidcrl 
(Nrs. 1, 2. 8, 13, 16). abcr kcincr u ics MLN inRKR- 'l\jinorcn cxier "lowMin" 'J'umorca auf. Ln Cicgcnsatzdazu warcn bis 

25 ajf Ml*dL*i allc andcrcn gctcstctcn Loci cniwcdcr wcnigcr oti in den KL'R+ iUmorcn muiicrt cxlcr zusatzlich in 
"lowMTN" Tumoren verSrulert. Tiei.spicKweise l<onnte fUr den AFC T-ocils nicht nur in alien RnR+ Tumoren, sondcm 
a jch in Tumor Nr. 20 MTS nachgcwicscn werden. Tiinf Loci z.eigten MIN?; in 4/6 RTrR+ Tumoren, aber nur D2S 123 war 
in Nichl-RER-l- Tumoren unvcriiridcrL. Iiii (JegensaLz da/.u /rigle Lojus MYC^Ll. dcr cbciifalls in 4/6 RER-t- Tuiuonjn 
veriinderL war, zusatzlich Instabiliiiiicn in 3 "lowMIN" Tumoren. so dal3 beispicLweisc dic*ierl-^cus als Marker un>4eci>^- 

30 net ist, 

Dahcr crtbrdcrtcinc Bcschiankung auf .*> Marker zur Analyse von Mikrosaicllitcn instabilitat cine gczicltc Auswahl dcr 
Loci .<;o riaB dcnnoch gewiihrleistct ist, daR die 7^1 der nicht cindeutig zu klassifiz.ierenden !owMTN+ Talle minimiert 
wird und allc RITR-i- TVager mit einem h^^ch<:t mrtglichen MaB an Wahrscheinlichkeit idontifi/icrr wenrien kttnnen. 

35 Kuu-ze Be^chreibuog der Abbildungcn 

.Abb. 1 zcifit cine Ikbcllc mit den wichtigstcn Kcnnzcichcn dcr analysicncn Allif Lcx;i (Locussymbol Markcmamc. 
t:lironio?<*iiiiilc 1^>kiilisaUi.>[i, Rcjicat-Typ) n«.iw ic ilt» i Paraiiielt^rii fiir die jeweili^e PCR-Aiiiplinksilioii (PCR-Tiii; Hybri- 
1 1 i si e ru n g s Le ri ipe niLu r). 

40 Abb. 2a zcigl die gelclektrophoruiische Analytic von 25 unlets* iichien Mikrusaielliien I^oci. Die vcRJchiedenen Allele 
der crfindungsgerniiB zu analysierenden Loci BAr26, BAT4<). ATCMIDIS. D2S123 und TP53AIu lasscD sich dcullich 
voncioandcr untcrscbcidcn. Abb, 2b zcigt cxcmplarisch cine Duplcxanalysc dcr Loci BA11'40 und D3S1283 in cincra Uc- 
aklionsansatz. 

Abb- 3 slelll das nrxehnis dcr dunjli^efuhhen Sludie in einer tjhersichl tlar. 27 Palienlen :i:il Cok>reclalliJinoren wiir- 
4^ den auf MTN an 25 verse hie^lenen A Helen unieniiichl. Das Hr^ehnis /rij^U daR (i) unlerschicdliche MTS in unlerschiwili- 
chcr Haufigkcit von polyniorphcn Verandcrungcn bctrotfcn sind und (ii) in untcrschicdl:chcn Paticntcn vcrschicdcoc 
Xla<;.s::n von Mikmsnlcllircn mil iintcrschicdlichcr TTiiiifiglcciT von j^cnomi«;chcr fnstahilitat bctxottcn sind. 

Abb. 4 klas<;ifi7.ier[ die Tbniorcn aii<i d^m unten:uchter Paticntenkollektiv von 27 Personen nach der An7.ahl di^rermit- 
tcltcn MIN lircignissc, 

50 Abb. 4a rcprast^nlicrl die Ausweiiung Hller 25 MTS. T>ie Verleilung ^'^igl, daR eine Gruppe von 6 Palienltfn exisliert, 

bci (Icncn MTN hkangcr aU 7 itia! tufLritl, ho c1u3 diescr KItisHC eindculig tier Phanolyp RfiR+ /.ugoordncl wcrdcn kann. 
Dariibcr hinaus cxisticrt cine (Jruppc von 8 Paticntcn, bci dcncn 1 odcr 2 MIN nachgcwicscn wurdcn und die damit als 
'*lowMIN+'' zu klas!>iOzieivu sind. 

.Abb, 4b reprHsentiert die erfindungsgemaSe AnaJyse von 5 au.sgewahlf^n MTS wie in Belspicl I bcschricben. T>icse 
AnaJyse fUhrt ehenfaJk 7.u eincr Vcrtciiung, aufgrund ricrer circ eindcurige BnL-icheidung Uber den RnR+ Ph^notyps ge- 
iroffeo werxlcn kann. Nur 2 PaLienLen (Nr. 7. TI»53 Alu Locus und Nr. 20, APC Loctis) miisseo nach diejicm Vcrfuht^n aU 
lowMIN+ klassifiziert werden. 

Abb. 4c rcprascnticrt die Analyse ciocr andcrcn crfindungsgcmafSca Auswahl von 5 MIS gcmiiB licispicl 2. die mit ei- 
ncr Ausnahinc (APC, Patient 20) cbcnfalls cine cindcudgc Klassifikation dcs RHR Phanotyps cnnofilichL 
6() AhK 5 7.elgt GeburL<ulatnm Alter und kliniscbeDaten zum untersuchtcn Patientjenkollektiv, Stand August l9f>4. (T, N. 
M: Tumorkla,<;sifikarion, G: Grade, LOK: Tumorlokallsation, re: Colon rechts. Ii: Colon links. R: Rectum). 
Die fol^t^nden Beispieic crlauLem die Krfirdung weiien 

Bcispicl 1 : Auswahl von 2 Mononuklcodd-Rcpcat Loci, 1 DinukJcotid-1^ peat-Locus dcr Klassc 2a, 1 Dinuklcotid Locus 
*5 derKla-sse 2b un<l 1 PenLanuklwlid-RcpeaL l>ix;us 

Wic die Studic zcigtc, crgabcn sich bci dcr Vcrwcndung voo Mononuklcotid Repeat Loci zur Bcstimmung RliR-i- Pha- 
notyps kciuc falscli-posiiivcu RcsulLalc, so dafi cine Analyse dicser Loci bcMjndcrs gccigact crachicu. AuJcrwi^ts 
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konnlcn richL alle ■RKR+ TuiiK)rt;ii tluruh tlie Analyse von M()nunukle<tLi(l Rt;pcal ]xx*i ndch^ewicsen wercli;n. So war 
hcispiclswcisc TuitKir Nr. S cirKbuLig RFrR+, wics atnir kcine Trisliil>ililat htr/.iijjiich derT,oci RAT2S, BAT26 unci BAT4() 
irjf*. obwotil MIN an 9 Ijcx^ irJl andcrcn Repeat lypwn nachgcwicsen wcrdcn koaaicn. crgab sich dahcr dicNotwcn- 
digkcit, fur cLnc moglichst cxaktc Hcstimmung dcs RKR l^iiinotyps bci cincr bcgrcnzlcn Anzahl von 3 analysicxtcn Loci 
cine Konihinalion auK vcrschiedcncn T^cpeat Typcn ausz.uwahlen. Dadurch wird gewahrlcistiit, dnC troiT: der geringcn > 
Zahl CTi Qnalysicrtcn Ijoci cincn?ciL<; allc RHRl TViigcr mitcincrn hochst moglichcn MaB an Wahrschcinlichkcit idcntifi- 
^crl wcrdcn kotiricn und andcruriicils die Zabl dcr oicht ciudcAjlig ki;i5si£i/.icrcDdcn l^wMEN-t- ritllc sowciL wic iiiog- 

LiuLl r i:iii it:iifrl wilU. 

Auf^aJruJ dcr durcti die Studio tnii 27 ilJiiiorcn cruiiiic'icn I liiutigtcilcn uurdco zur licsiirmnung dcs PhSnotyps Tol- 
yciidc Kriicricn Icsigclegt: bci niindcsieas 2 MTS-posiiivcn Loci solllc von ciocni RliR+ Ptianotyp ausgcgangco wcxdcn, ic 
be) keincm positjven Nachweis von MTS sollfe von einem RHR- Ph^inotyp au«;gcgangcn werden. Der Nachwets von ge- 
nau einem MTN Tire ignis wurdc aJs "low MrN+" definierf. erforderi irn Zweifelsfalle die Analyse weitcrer MTS 

Loci.) 

J>ic Auswcrtung der 27 'l\jiiK>rcn bczuglich der crfindungsgcmaB ausgcwahltcn Lck;i ilAV 26, liAU' 40, ATXJ, MFdl5, 
'rPS3Alu nach dicscin Vcrfahrcn fulirtc zu dcm in Abb, 4b darjicstcUtcn lirficbnis. l-ur allc 6 'i\jmorcc dicdurch die Ana- [5 
lyse von 25 Tyoci ais KliR+ kla-ssifi/ierL worden wartn, vvunle eitie Uiiiirigkeil von iTiin^leslens <!R;i MIN Krei^isscn l>e- 
stiiiinil. St>rTni wiirden diest; Turiioren iiucli durcli <iic Analyst; der S ausgcwiihl Icn T xx:! ;ils RHR+ klassiri/ien. Nur /wci 
'TumorcD (Nr. 7. Nr. 20) wi:rdcn nacli dicscm Vcrfahrcn als ''IowMIN+" klassiti'zicrt iind suid somit nicht cindcutig zu in- 
tcrprcticrcn. 

2C 

licispicl 2: Auswahl von 2 Mcnonukleoud-l^cpcat l>oci, 1 Uinuklcoiid-Repsat-Locus der Klassc 2a und 2 IhDuklcotid 

1j(ic1 der KI(l^^^: 2b 

l>ie AiJswcnung dci 27 Tbrnorcn crldlgtc r.aeh dcm glcichcn Vjriahren lAic in bcispicl 1, jcdoch nuC eiiicr inodifizier- 
tcn. cbcnlalls crtindungsgctnalic:! MI.S-Auswahl (I3AI'26, liAl" 40, A?t:. Mfdl.'^ und D18>>r)9). Das lirgcbnis isi io Abb. 15 
4c dargcsielit. SiimMiche T\imoren mil RTTR+Phanotyp wane n in nindestens drei dcrausgewahlLcn Loci veriindert. iJomit 
konnten auch durch die5;e Auswahl an Tx>ci alle 6 bekannten RnR+ n\imoren eindeutig als RTTR^ identifiziert wcrden. 
Nur ein Tuiikx" wunlen in dicscm Fallc als "lov^'MIN+ und daiml als nichl cindculig inlcrprelierbar kla^s-ifizicrL 

Bcispicl 3: Bcstiinmuag dcs RHR Pliiinoiyps als prognosiischcr Indikator 30 

Zum Nachweis derEignung eincr erfirdungsgemSBen Auswahl von 5 Txx:i 7.ur Tiestimmung des RUR RhSnotyps wur- 
dpn die in Ahl>, 5 labellarisch enthaltcncn klinischcn Daten mit den nrgcbnissen der VTTN Analyse aus Tieispiel I vergli- 
chcn. Wic in dicKcin Bcivplcl olTenb^irl, Tiilirlu dit; Analyse d;;r geLesLelen Loci ZLun Nachwcii von RER+ bei 6 von ins- 
gc^aiiil 27 uDlerKuchLen Tutncrpalienlen. Nur 2 vod 6 (33%) diescr RliR+ Padenlen waren zum AbschJuB der Sludie vcr- 35 
slorbcn. Bcidc winca zu dicscm ZcitpurJft iibcr 80 Jahrc alt. Im Gcgcnsatz dazu warco bcrcits 8 von 19 (42%) der in lici- 
spicl 1 als RliR- klassitizicrtcn radcotcn vcrstorbcn. Ihr Allcrsdurchsclinitt hattc zum Zcitpunkt der Studio 64 Jahrc bc- 
Lragcti. Dataas ixl ef Mclitlieli, ilaB eiiic tr^rriitdLuigNgctiiaBt; Analyse vt»ii 5 MIkruNalcHilni T^x;i cine jKiigiKKitische Aun- 
sage ilber den Veriauf der Turnorwk rank ung emifVglichl . 
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(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) Al^MELDSR: 

5 (A) NAME: Bceh ringer Mannheim GriibH 

(3) STR^.SSE; S ancho t G r s t r . 116 

(C) ORT: Mannheim 

(S) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(G) TELEFON: 0621759145G 

(H) TELEFAX: 06217594457 

(ii) BEZEICHMUNG DER ERFINDUNG: Verfahren zmn Nachweis von 
Mi krosatelliten-Instabili taet zur Tumordiagnos t ik 

(iii) AHZAHL DER 5EQUENZEN: 50 

Civ) C0MPUTER-LE5BARE FASS'JNG: 

(A) DATENTR.i;GER: Floppy disk 
(R) COMPUTER: I DM PC compatible 

(C) BETRIEESS YSTEM: PC - DOS /MS - DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1,30 (EPA) 

25 

(2) ANGABEN ZU SEQ I D NO : 1: 

30 (1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 
(B> ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

35 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

40 

AAACAGGATG CCTGCCTTTA 2 0 



4^ 



6t) 



12) AKGABEN ZU SKQ T O NO ; 2; 



(i) SEQUBNZKENNZETCHEN: 

(A) LAngE: 20 liasenpaare 

(B) ART: Nucieotiid 

.io (C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MCLEKaLS : Gcnom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

GGACTTTCCA CCTATGGGAC 20 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3; 



(i) SEQUENZKEbTNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 Baaenpaare 
^5 (B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANGFORM: EinzelstTring 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES KOL£KULS; Genorr.-DNA 
(xi) SEQUENZ3ESCKREIB'JNG: SEQ ID NO: 3: 
GGCAGTACCA CCTGTAGA7VA TC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i ) SEQQF.NZKENNZEICHEN: 

<A) lAnge: 24 Bdisenpaare 

(B) art: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIF: linear 

(ii) ART DEG MOLEKULS ; Ge^aom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID MO: 4: 
GAGTAACAGA GGCATCGTGT ATTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZKENNZE r CHEN : 

(A) lAngE: 2 1 5asenpo<i::e 

(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLSKOLS: Genom-DNA 
(XL) SEQOENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
ACTCACTCTA GTGATAAATC G 



(2) ANGABEN 2U SEQ I D NO : 6: 

(i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LAnGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM; Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
AGCAGATAAG ACAGTATTAC TAGTT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO; 7: 

(i) SEQ0ENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 
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<C) STRANGFORM: Einzeistrang 
(D) TOPOLOGTF:: linear 

(ii) ART DES MOLEK'JLS ; Guriuia-DNA 

(xi) SE0UENZBESCHREIEUI:G: SEO id NO: 7: 

AGCTAAGTGA ACCTCATCTC TGTCT 



(2) AKGA3EN ZO SEQ ID NO: 8: 

(i } SEQUEN'ZKENNZEICHEN: 

<A) LA!JGE: 24 Basenfjaare 

(B) ART: Nuclectid 

(C) GTRANGFORM: E inzei - Lrang 
<D) TOPOLOGrE: linear 

(li) ART DES MOLEKULS : Genoji-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

ACCCTAGCAC TGATGGTATA GTCT 



{2} P.KGABEN ZU SEQ I D NO : 9: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Dasenpaare 
(D| ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DEG MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBDNG; SZQ ID NO: 9: 
AACACTAGTG ACATTATTTT C 



(2) ANGABEN ZU SEQ 1 D NO : 10: 

( i ) SEQUEKZKSNNZErCHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID KO : 10: 
AGCTAGGCCT GAAGGCTTCT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lAngE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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iO STRANGFORK: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART Di:S KOLEKOLS ; 3eaojn-DNA 

(xi) SEQUEKZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

ACCACTGCAC TTCAGGTGAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

( i ) SEQUENZKENNZE rCHEU : 

(A) LANGE: 22 Daseripaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORK: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART D£S MOI.EKULS: Ger.om-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
GTGATACTGT CCTCAGGTCT CC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

( i ) S EQU EN Z KENN Z E T CHEN : 

(A) LANGE: 20 Bascnpaarc 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGrOKM: Einzelstrang 

(D) TOl^OLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Genon-DNA 
(xi) SEQDEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
ATGACAAGCA ATCCTTGAGC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14; 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
CTGTGTTATA TCCCTAAAGT GGTGA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LAnGE: 16 dasenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STEIANGFORM: Einzeistranq 

(D) 1OP0LOGIE: linear 

<iij ART DE3 MOLEKOLS : Genoia-DNA 
(xi) SEQUEN2BESCKRF.XBUNG: SEQ ID NO: 15: 
JO CCCGTATGGC AACAGG 16 

(P) ANGABEN ZU SEQ I D NC : 16: 

»5 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 17 Dasenpaare 

(B) ART: NacleoLid 

(C) STRANGFORW: Ein^elatrang 
20 (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DE5 WOLEK'jLS : Genom-DNA 

(xi] SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

TGTGCATGTC ATGAGTG 17 



25 



30 (2 J ANGABEK ZU SEQ I D NC : 17: 

(i ) SEQUEKZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 Dasenpaare 

(B) ART: NuclGOtid 

(C) STRANGFORM: Einzoistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



40 



(ii) ART DES MOLEKOLS : Genora-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 17: 
TATTGGATAC TTGPlATCTGC TG 22 

(2) AMGABEN ZU SEQ ID NO: IB: 

(i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 21 Basonpaare 
(D) ART: Nucleocid 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 
TGCATCACCT CACATAGGTT A 21 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAlJGE: 2 0 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 
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(C) STRANCrOE^I: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKCLS: Genoir.-DNA 
(xi) SEQ'JENZEESCHREIBUNG: 3EQ ID NO: 19: 
GGAAGAATCA AATAGACAAT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

( 1 ) SEQUENZKEKNZEICflEM : 

(A) LAKCE: 2 4 Basenpaare 
(R) ART: Nucleotid 

(C) STRANGEORM: Eirizeli: Lr any 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Gonom-DNA 
(xi) SEQUEK2133:5CHREIBUMG: SEQ ID NO: 20: 
GC7GGCCATA TATATATTTA AACC 



i'Z] AKGABEN ZU SEQ I D NO : 21: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICilEN ; 

(A) LAHGE: 20 Basor.paare 

(B) AK':-; NacLeotid 

(C) STKANGb'OHT^: Ei.nzolst rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Genom-DNA 

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 

CAGGTTCTGT CATAGGACTA 
20 



[2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENZKENNZEICKEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRAKGFORM: Einzelstrang 
{0) TOPUhOGiE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(xi) SEQOENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22; 

TXCTGGAAAC CTACTCCTGA 



(2) ANGABEN ZV SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZKENNZElCHhN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 
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(B) ART: Nucleotid 

(C) STRAWC-FOK>^I: Einze i s t rang 

(D) TOPOLOGIH:: linear 

(ii) AF.T DES MOLEKULS: Genom-ONA 
(xi) SEQU5NZBESCHRH:IBUUG: SEQ ID NO: 23: 
CAGAAAATTC TCTCTGGCTA 20 

(2) ANGABEN Z'J SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENKZEICHEN: 

(A) LAtiGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 

oo (C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: lirLcar 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Ger:oni-DWA 

(xi) SEOUENZBESCHRErnUNG: SCO ID NO: 24: 

CTCATGTTCC TGGCAAGAAT 20 

30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2b: 

(x) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 16 Basenpaar*^ 

(B) ART: Kucieotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOT-OGIR: linRflr 

40 (ii) ART DE3 MOLEK05L5 : Genom-DNA 

(xil SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 
GCTCCCGGCT GGTTTT 16 

45 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

M) (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORK: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

55 

(ii) ART DES MOLEKDLS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26; 
GCAGGAAATC GCAGGAACTT 20 



65 



<2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUt:NZKKNNZh:iCHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 
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(B) ART: Nucieotid 

(C) STRAN'GFORM: Kinzelstrang 
{D} TOPOLOGIE: linr^c-rir 

(ii) AKT DES MOLEKULS : Genon-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUtJG: SEQ ID NO: 27: 

CTCTTTCTCT GACTCTGACC 



(2) ANGABEK ZU SEO TD NO: 2S z 

( i. ) SEQUENZKENKZEICHEiJ; 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Kucieotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linecr 

(ii) ART DES KOLEKOLS; Genom-CNA 
(xi) GEQUENZBESCHREIBUWG: SEQ XD NO! 2f5: 
GACTTTCTAA GTTCTTGCCA G 



(2) ANGABEN Z'J SEQ I D NO : 29: 

(i ] SEQUENZKENNZEICHEN; 

(A) lAnGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(xi) SEQUEKZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29: 
AGCGCACCAC CTCCCGGCGC CAGTTT 



(2) ANGABEN ZU SEQ I D NO : 30: 

(i ) SEQUEKZKENNZEICHEN: 

{A) LAWCE: 27 Basenpaare 
{B> ART: Nucleotid 
{C) STRANGFORK: Einzelstrang 
(D> TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOgLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUEN2BSSCHREIDUNG: SEQ ID NO: 3C : 

GCTGCTGCTG CCTGGGGCTA GTCTCTT 



(2) ANGABEN ZU SEQ I D • NO ; 31: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 
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(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFOPJ^: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART D'rlS C<OLii;KUJ.S : Genom-DNA 



Cxi) SRQUEMZBESCHREIBUNG : 5EQ ID NO: 



31 : 



10 



TCGCCTCCAA GAATGTAAGT 



20 



(2) T^J^GABEN ZU SEQ ID NO: 32; 



( i ) S EQOEN Z KENM 2 E I C 1 1 E N : 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: NucieotiG 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKt:sLS: Gencra-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEO ID NO: 32: 
TCTGCATTTT AACTATGGCT C 21 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEM: 

(A) lAngE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linRrir 

(ii) Aivr DES MOLEKUL5: Genom-DNA 
(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID KO : 33: 
TGACTACTTT TGACTTCAGC C 21 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 34: 

(i) SE0UENZKENN7ETCHEN: 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOFUl,OGlE: linear 



(ii] 



ART DES MOLEKOLS: Genora-DNA 



(xi) 



SEQUENZBSSCHREIBUNG: SEQ ID NO: 34: 



AACCATTCAA CATTTTTAAC CC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 35: 



65 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 
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(3) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFCRIX!: Ei n ze 1 t rang 

(D) TQPOLOGIE: linear 

(ii) ART DE5 KOLKKULS : Genorr.-DNA 
(xi) SE0UEMZ3ESCKREIBUNG: 3EQ ID NO: 35: 
ATTPJ^CTTCC TACACCACAA C 



{?.) ANGABEN SSO ID NO: 36: 

{ ■_) SEQCJENZKENMZEICHEM: 

(A) t.AngE: is Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGEORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: line^ar 

(ii) ART EES MOLEKELS: C:oncT.-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEO ID NO: 36: 
GTAGAGCAAG ACCACCTTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 37: 

{ i } SEQUENZKENNZEICHEM: 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGXE: linear 

(iij ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREI3UNG: SEQ ID NO: 37: 
CGGTTATCCC AGTTCGGCCT CTCTGGG7.T 



(2) AKGABEN ZU SEQ I D NO : 38: 

(.i ) SEOUENZKENNZEICHEN: 

(A) LA"NGF. : ?fi Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM; Einzelstrang 
{D] TOPOLOGiE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Gf^nom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 38: 

TGCACCTCCC GCTCAGTCAG ACTGCGCT 



(2) ANGAB3N 2U SEQ ID NO: 39: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 
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(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Ein2elstrang 
<D) TOPOLOGIE: linear 

s 

(ii) ART DES MOLEKUI.S : Genon-DKA 

(xi) SE:OUr:NZHI::SCHRt:rBUNG: SEQ ID UOz 39: 

0 

CCAGCTATAA TGACTAGAAT GAAGTCCTAC TG 



(2) AMGABEN ZD SEQ ID NO: 40: 

15 

( i ) SSQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LAKGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORI-1; Emzelstrang 

(D) TOFOLOGTE: linear 

(ii) ART OE5 MOLEKO'LS : Genom-DNA 

2f> 



30 



35 



40 



4^ 



60 
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(xi) SEQUEN2BESCHRSIBUNG: SEQ ID NO: 40: 
TTGAATTAAA GACTTGTTTA AACACA7\?lAT TTAGAC 



(2) ANGABSN ZU SEQ ID NO: 41: 

(i ) SEQUEN^^KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nucleccid 

(C) STRANGFOFIM: Einzelstrang 
{D) TOPOLCGIE: linear 

(ii) ART DEE MOLEI'OaLS: Genom-DNA 

(xi) SEQOENZBESCKREIEUNG: SEQ ID NO: 41: 

TGGCGAGACT CCATCTyAAG 



t2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 42: 

<i) SEOUEN^KHNNZEICHEN : 

(A) LANGE: 22 Dasenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzels trang 

(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLEKULS ; Genom-DN7-v 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 42: 
CTTTTTAAGC TGCAACAATT TC 



(2) AKGABEN ZU SEQ ID NO: 43: 

( i ) S EQUENZKENNZE I CHEN : 

(A) TiANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART; Nucleotid 

<C) STRANGEOR:'!; Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZEESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 43: 

CTCCTCCCTA CTTACTTGT 



<2) ANGABEN 20 SEQ ID NO; 44: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 



19 
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Cxi) SEQDENZEESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 44: 
PJiTTAACAAG GTGTGGTGG 19 

{2) ANGAREN ZU SEQ ID 45: 

( i ) SEQUEN2KEMW2EICHEW : 

(A) LANGE: 20 Bacenpoare 

(B) ART: NucLL^otid 

(C) STRANGFORM: Binzc? 1 Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Gonon-DKA 
(Ki) 5EQUENZBE3CHREIBUNG: SEQ 10 NO: 45: 
GCACTTTCCT CAACTCTACA 20 

(2) ANGABEM ZU SEQ ID NO: 46: 

(i) SEQUENZKENN7-EXCKEN: 

(A) liAMGF.: 20 Basenpaare 

(B) ART: NuclRotid 

(C) STRANGFOR-M: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Ccnon-DKA 
(Ki) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 46: 
AACAGCTCCT TTAATGGCAG 20 

<2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 47: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

{A; T.ANGF.: ?n Ra^^^^npaare 

(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genon-DKA 
(xi) SEQOEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 47: 
AGGGATACTA TTCAGCCCGA GGTG 24 

(2) ANGABSN ZU SEQ ID NO: 48: 

( i ) SEQDENZKENNZETCHEN : 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART: Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
CD) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DKb MOLhKULS: Genoni-DNA 
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(xi) SEQUENZBSSCilREIBUMG: SEC ID NO: 48: 
ACTGCCACTC CTTGCCCCAT TC 22 

(21 ANGABEN ZU SEQ I D NO : 49: 

(i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

<A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: EinzeLstrang 
<D) TOPOLOGIE: Linear 

(ii) ART DEG MOLEKUL5 : Genom-DMA 

(xi} GEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 49: 

CCCACP.GCCT ATTCAGAACA C 21 

(2) ANGABEN ZU SEQ I D NO : 50: 

( i ) SEQUEN2KENN2EICHEN : 

(A) LANCE: 2D Basenpaare 

(B) ART; Nucieotid 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 
(0) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MGLEKULS : Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBaWG: SEQ ID NO: 50: 

GTTGACTGCT GAACGGCTGC 20 

Pate D Ian xprii che 

1 . Vcrt'ahrcn zur Analyse von Mi kros a tclli ten-Loci, bcstchcnd aus folficadcn Schrittcn: 

a) Tsolicrun^ von >5cnoniischer DNA aus huinancTii bioKi^ischcTii Malcrial; 

h) DNA-AinplifikalicKi vcmi 5 verse hieclenen MicR)saleliiti;n-Txx:i cler DNA inir Hilfe von jeweiLs funf ver- 
schicdcncn Primcrpaarco, wobd cs sicb bci den zu an:iplifizicrcndcn Loci ura zwci Monoouklcotid-Rcpcal 
r <nci, dn odcr rwd l')inuklcnrid-Kq>cat-T cfcr Klnssc 2a,cin odcr zwci Diniikloolid-'Rcpcat-T /ici dcr Klassc 
2h UTvi gegeben*»nfall<; cin Pcnlnnuklcotid-Tiepcat T^ocus handelL; 
c) CroBcnbcstimmung dcr AmpUfilcatioosproduktc. 

2. Vcrfalinen ^eritaR AnspruL-h 1, <la(lurch gekenn>'.eichnel, <LiG die 5 Mikn>s:i;t;liiU;n-TxH:i aus^ewiihil wtjrden aus 
clncr Gmppo von TxH:i bc.tlchcrui uuh: BAT 25, BAT26, KAT40, A1>C, M^IS, TOSl 23. 018569 und TP53Alu. 

3. Vcrfahrcn gem SB Anspruch 2, dadurcb gckcanzcicbnct, dal5 mindcstcns 1 Primcrpaar ausgcwShlt wird aus cincr 
Ciruppc von Pririjcrtj rcpcds^vulicrl Uurclj SbQ ID NOs. 1,2, .*). 6, 19. 20, 27, 28, 31, 32, 33. 34, 3.^, 30, 45 und ^6, 

4. Verfahren gemaQ Anspmch 2, d:iclun:h gekennzeichnet, da6 die 5 MikTOsa[elliien-Tx)ci: BA'1'26, nA'r40, APC. 
Mfdl5 und D2S123 analysiert wcrdcn. 

5. Vcrfahrcn gcuiaB Anspruch 3. dadurch gckcnnzcichncL, daC luiDdcsLcQS 1 Priuicrpaar ausgewal^ik wird aus cincr 
<rt:uppc von PriiutaTi niprdseniicrt dorch SHQID NOs. 1, 2, 5. 6, 19, 20. 33, 34. 35, und 36. 

6. Vcrl'ahrcn gcmaB cincra dcr Ansprlichc 1-5 zur Bcstimmung dcs R}JR Phanotyps, dadurcb gckcnnzcicbnct, daB 
bci fcblcndcm Nachwcis von Mikrosatcllitcn-lnstabililat bci alien 5 untcrsucfatcn Loci von cincm RHR Phinolyp 
und hei Nachweis von Mikrosatellitfin-TnstabiliLSt bei mehr als einem locus von cinem ^1*1^+ PhSnotyp ausgcgan- 
gcn wird. 

7. Vcrwendung eines Verfahrcns gernaG eineni tier AnsprLichc 1 6 yur prognoslischen Turr)cniiagno5;e. 

8. Vtrrwcndang eineii Verfahrens geniiiB einem der Anspriiche 1 6 ZLir Diagrx**. von fauiiliarer Tumor-Pnkikpos;i- 
lion. 

9. Verwetulang geniiiR Ansprucli 7 cxler 8 A.ar Inciikalion von Tuniorrn des GaKln^inleslinalsyslenis und des Kndtv 

TIlClriuTllH. 

10. Vcrwcndung gcnaali Anspruch 9 zur Indikatkm von CJoloncctalkaizinomcn. 

11. Vcrwcud jog gcjuaU ciiiccu dcr Ajispriichc 1 0 zur triilicrkcunung vun Tuindimi durcli Nauliwci:* vou Mikxosa- 
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lullilen Tnslabililiil in (lisseTTiiritirli;n Tuirior/i^llcn. 

1 2. Verwenciijn^ gt;inaG eineiii tl^r Ansprii^hc 1 -6 /.ur Tlienipieenlsc(ici4lung. 

:3- Kit zvr luinorc1iagr.ostiscl»c:i An:dysc von MikrosatcLLiTcn-ljistabilitar, irLind,:!stcns bcstchcnd ans S Primer- Paa- 
rcn. wclchc z^r DNA-AiiipliliLaticn von zwci Mononuklcotid-Kcpcat Ijoc:, cin odcr zwci Dinuklcodd-Rcpcat-Loci 
dcrKlaf;.';e 2a, einoder zwci T^inukleorid-Repeat-T.oci dcr Kla<;sc 2b und gegebcncnfalk eincm Pen tanukleotid- "Re- 
peal T.ocu.s gccignct sind, 

14. Kit zor limiordiagDOsdschcn Anitlysc von MikrosaicUiLcn-InbtabililiiL, bcsld;cnJ aiis 5 Priiuci^Pdarcn, wc-lchc 
zui DNA-Aiuplinkatio£i voii 5 aJ^>^;c wiililt auj> ciucr Cit^pyK> bcMcbciiJ aui BAT 25, HATZO, BAT4(), AIK^ 

MrjlS, D2^123, D185C;9 und '1V53a:ii, gccignc: sind. 

l.^j- Kii 2ur ruinordiagnosiischcD Analyse vor. Milaosaic Hi ten-Ins Labi Li tat, bcstclxrnd aus 5 Primcr-Paarcn. von dc- 
ncn riirdeslens I f'r.merpaar ausgewahlt wnrd aus cmcrOmppc von Primcm reprasentiert darch SUQ ID NOs. I, 2, 
5, 6, 1 9. 20, 27, 28. 3 1 , 32, 33. 34, 35, 36, 45 und 45. 

16. Kit ^'emkC Anspruch 13, duJurch ^ckcnn/richticl, cu3 5 Priuier-Piuiru cnlhahco bird, wclcb.c /.ur DNA-Auipli- 
fik£t:on vcn BA:1'26, ]iA'r40, APC. Mldl5, und D2.S123 gccif^Dct sind. 

17. Kit pcmMi Anspmch 14, dadiirch pckcnnzcichnct. riiindcstciis I Prinierpaar catlialtcn ist, welches aiisgcwahk 
wini ;ni^ tiirer Grupixi von Pririiem rcprascTiliLTl <iurt:h SHQ TD NOs. 1 ,2, 5, 6. 1 9.20. 33, 34, 35, urxl 36. 
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